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MHMuRTA DESCRIPTIVA . *
*  ' * *para solicitar

P A I B N T B  D B  I N V E  N C I O N  
e n

E S P A Ñ A  
por VEINTE aRog

a no;.:ore de PARKE, DAVIS & CíMPAIVY, entidad norteamerica­
na, establecida en Joseph Campau at the River, Detroit, 
MioMgan, Estados Unidos de America, por:

M PROCEDIMIENTO PARA ^ROUJ GIR UN VACUNA
CONTEA LA POLIOMIELITIS "
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Esta invención se refiere a productos 
de vacunas y a un método para la preparación de los 
mismos^. Más particularmente, la invenoión se refiere 
a productos de vacuna contra la poliomielitis y a uh 
mátodo para la preparación de los mismos.5
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La poliomielitis es una enfermedad oca­

sionada por virus que puede ser fatal o puede producir 
efectos de invalidez o inutilidad transcendentes. Debi­
do a la naturaleza de la enfermedad, el íinico modo efi­
caz de atacar el problema está en la profilaxis, esto 
es, en idear medios oara prevenir la producción de la 
enfermedad. Recientemente, se ha desarrollado una vacu­
na contra la poliomielitis muerta o neutralizada compues­
ta de virus de poliomielitis muertos o neutralizados pero 
antígenos de los tipos 1, 2 y 3, la cual ha sufrido un 
ensayo clínico oompleto. Esta vacuna, aun cuando ea efi­
caz, deja mucho que desear. Su preparación es cara, el 
mátodo de preparación impide la normalización o el ajus­
te de la potencia, la vacuna produce reacciones y moles­
tias al administrarla, el poder antígeno de la vacuna dis­
minuye bastante rápidamente durante el almacenamiento.
etc.

Es un objeto de la invención proporcionar 
productos para vacuna contra la poliomielitis que son 
más estables durante el almacenamiento que los productos 
de vacuna contra la poliomielitis conocidos.

Otro objeto de la invenoión es proooroio- 
nar productos de vacuna contra la poliomielitis que son 
capaces de producir una respuesta anti-cuerpo mucho más 
elevada que los productos para vacuna contra la poliomie­
litis conocidos.

Otro objeto más de la invención es propor-
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cionar productos de vacuna contra la poliomielitis que 
pueden ser normalizados.

Otro objeto de la invención es propor­
cionar productos de vacuna contra la poliomielitis que 
pueden ser preparados en cualquier potencia que se de­
see.

Otro objeto más de la invención es propor­
cionar productos de vacuna contra la poliomielitis de 
una potencia comparable a los productos de vacuna con­
tra la poliomielitis conocidos a menor ooste.

Otro objeto más de la presente invención 
es proporcionar productos de vacuna contra la poliomie­
litis que producen menos reacciones al ser administra­
dos.

De acuerdo con la invención estos y otros 
objetos que aparecerán más adelante se realizan adsor­
biendo el antígeno del virus de la poliomielitis de una 
vacuna contra la poliomielitis acuosa, "muerta-? o neu­
tralizada que contenga por lo menos una cepa de antí- 
geno de la poliomielitis humana sobre fosfato de alu­
minio, separando el fosfato de aluminio con el antige­
no de la poliomielitis adsorbido del líquido y suspen­
diendo de nuevo el precipitado de antígeno y fosfato de 
aluminio en un medio acuoso. Variando la cantidad de me­
dio acuoso usado para suspender nuevamente el precipita­
do de antígeno y fosfato de aluminio se pueden obtener 
productos de vacuna contra la poliomielitis de potencia
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y contenido de fosfato de aluminio determinados de an­
temano. El contenido de fosfato de aluminio del eroducto 
de vacuna final puede también regularse variando la can­
tidad de fosfato de aluminio empleado para la adsorción 

5 inicial del antígeno. El antígeno de la poliomielitis
contenido en los productos de la invención es mucho más 
estable durante el almacenamiento que el antigeno pre­
sente en las vacunas originales a partir de las cuales 
se han preparado los productos. Además, los productos de 

10 la invención que contienen suficientes medios de suspen­
sión acuoso para hacer que el volámen sea igual al de 
las vacunas originales a partir de las cuales se han pre­
parado los productos poseen una, potencia antígena mucho 
mas elevada que las vacunas originales e incluso una po- 

15 tenoía antígena mucho más alta que los croductos obte­
nidos por la simple adición de fosfato de aluminio a las 
vacunas originales. Es sorprendente que estos productos 
particulares de la invención posean una potencia antígena 
cinco a diez veces rior a la de las vacunas origina­

re les y dos o tres veces superior a la de las vacunas ori­
ginales a las cuales se ha añadido fosfato de aluminio.

Estas potencias antígenas extremadamente 
altas de los productos de la invención son verdaderamente 
sorprendentes y de gran importancia tícnica puesto que 
por la práctica de la invención se pueden producir cinco 
a diez inmunizaciones oon una cantidad de vacuna igual a 
la que se usa actualmente en la preparación de una inmu­
nización. Además, las cinco a diez inmunizaciones produ-

4 -
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oídas de esta ronera poseen la misma potencia antígena 
Que la inmunización producida por los métodos conoci­
dos. Tales productos, por ser mucho más concentrados Que 
las vacunas empleadas en la actualidad oausan menos mo­
lestias al ser inyectados y las dosis inferiores produ­
cen adn una inmunidad compai'able a la ootenida por el 
empleo de las vacunas actualmente en uso. Quizás sea 
todavía más sorprendente lo elevado de las potencias 
antígenas ce los productos de la invención ^ue tienen 
el mismo voldmen Que la vacuna original en comparación 
c..n los patencias antígenes de las vacunas originales 
a las cuales se ha añadido fosfato de aluminio. Dichos 
productos tendrían normalmente que tener la misma po­
tencia antígana Que las vacunas originales a las cuales 
se ha añadido fosfato de aluminio. Sin embargo, como se 
ha dicho anteriormente, no sucede así si bien se desco­
noce la razón del gran incremento en la potencia entígena 
producido por la separación del precipitado de aatígeno y 
fosfato de aluminio de la solución de vacuna original y 
la nueve suspensión en un voídmen igual de medio acuo­
so.

Los productos de la invención producen po­
ca o ninguna reacción al inyectarlos. El contenido total 
de nitrógeno proteínico de los productos es muy bajo, 
generalmente de alrededor de 0,0002 a 0,001 mg/ml. en 
los productos fue tienen el mismo voldmen Que la vacuna 
original, y la fase acuosa de los productos de la inven-
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ción no contiene prácticamente proteínas.

Las vacunas contra la poliomielitis 
acuosas, muertas o neutralizadas usadas como materia­
les de partida en la producción de los productos de la 

5 invención pueden contener cualquiera de los varios ti­
pos de virus de poliomielitis humana o todos ellos. Las 
vacunas preferidas son aquellas que contienen una mez- 
ola de los tipos 1, 2 y 3 de antígeno de virus de la 
poliomielitis. Estas vacunas pueden producirse de varios 

10 modos diferentes. Por ejemplo, se puede tripsinizar te­
jido renal de mono macerado oara quitarle los tejidos 
extraños; dejar que las células restantes se multipli­
quen; inocular el medio con el virus de la poliomielitis; 
incubar la mezcla; recoger el líquido e inactivar los vi- 

15 rus vivientes por tratamiento con íormaldehido, radiacio­
nes ultravioletas u otros medios adecuados. Si se desea, 
se pueden usar también las vacunas preparadas omitiendo 
la operación de tripsinización, pero, en este caso, el 
contenido proteínico de la vacuna puede que sea ezcesiva- 

20 mente alto y debe determinarse antes de su uso. En la
preparación de vacunas mixtas, es decir, de vacunas que 
contengan más de un tipo de virus de la poliomielitis, es 
costumbre reunir o mezclar los líquidos recogidos que 
contienen los diversos tipos después de la operaoión de 

gg inactivación, aunque, si se desea, esto puede hacerse an­
teriormente. Cuando se usan vacunas inactivadas con formal 
dehido es preferible emplear vacunas a las cuales no se

6
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haya añadido nada de bisulfito sádico para reducir el 
contenido de formaldehido.

El fosfato de aluminio, el otro material de 
partida usado en la producción de los productos de la 
invención, se emplea en forma de gel. Se pueden preparar 
fácilmente gales de fosfato de aluminio adecuados aña­
diendo una solución acuosa que contenga una cantidad 
equivalente de un fosfato soluble en el agua, tal como 
fosfato sódico tribásico, a una solución acuosa que conten­
ga una cantidad conocida de cloruro de aluminio. El gel 
resultante se lava conobjeto de quitarle las sales inor­
gánicas, el gel se pone de nuevo en suspensión en agua y 
el pE se ajusté a aproximadamente 5,5 a 6,5. La suspensión 
del gel se puede esterilizar por tratamiento en autocla­
ve y luego se determiha el contenido de fosfato de alumi­
nio por mililitro secando una pequeña muestra. La suspen­
sión del gel normalizada se almacena despuás hasta que ha­
ya necesidad de usarla. Justamente antes de su uso se cen­
trifuga una cantidad medida de la suspensión del gel para 
quitarla el líquido y el gel de fosfato de aluminio res­
tante se use en la producción de los productos de la in­
vención.

Para obtener los productos de la invención 
se pone en suspensión una cantidad conocida de gel de fos­
fato de aluminio en una cantidad medida de una vacuna con­
tra la poliomielitis muerta acuosa que contenga por lo 
menos una capa de antígeno de la poliomielitis humana y
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preferiblemente tres. La suspensión se puede preparar 
a cualquier temperatura inferior a unos 40^ c, pero, 
preferiblemente, se prepara a una temperatura compren­
dida entre 0 y 10^ C. La suspensión resultante se agi- 

5 ta, es decir, se sacude o menea, para asegurar la com­
pleta adsorción del antigeno, esto es la adsorción del 
90 % o mós del antigeno. A la temperatura ambiente (22 
a 25S C.) la adsorción del antigeno es completa al cabo 
de una hora aproximadamente, mientras que a temperatu- 

10 ras inferiores la adsorción es algo mós lenta. Como la
ampliación del tiempo de adsorción a varias horas e in­
cluso a varios dias a temperaturas bajas (O a 10^ C.) pa­
rece que no tiene efecto perjudicial alguno sobre el poder 
antigeno, es preferible dejar transcurrir suficiente tiem- 

15 po para lograr la adsorción completa del antigeno. En la
preparación de las suspensiones de antigeno y fosfato de 
aluminio, la cantidad de fosfato de alumido no es parti­
cularmente critica. Por supuesto^ debe emplearse suficien­
te gel de fosfato de aluminio para asegurar la adsorción 

SO completa del antigeno y por lo que ha sido posible deter­
minar se precisa una cantidad minima de 0,5 mg./ml. de la 
suspensión final para este fin. El limite superior de la 
concentración de fosfato de aluminio puede variarse am­
pliamente. Naturalmente, es preferible no usar una canti- 

25 dad tan grande que el producto final contenga una canti­
dad excesiva de fosfato de aluminio. En la próctiea se h&- 
visto que la cantidad óptima de fosfato de aluminio a usar

-  8 -
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para la adsorción del antfgeno de la vacuna está compren­
dida entre 0,5 y 25 miligramos por mililitro de suspensión 
de vacuna, siendo la gema preferida de 1 a 10 miligramos 
por mililitro.

Una vez que la adsorción del antigeno en el 
gal de fosfato de aluminio es completa, el precipitado de 
antigeno y fosfato de aluminio se separa de la suspensión. 
Esto se hace preferiblemente por centrifugación aun cuando, 
desde luego, se pueden usar otros medios, tal como fil­
tración. El precipitado de antigeno y fosfato de aluminio 
aislado se lava preferiblemente antes de usarle en la pre­
paración de los productos finales. El lavado se realiza 
poniendo nuevamente en suspensión el precipitado en un 
medio acuoso, preferiblemente en el que se vaya a usar 
en el producto final. El volómen de medio acuoso emplea­
do para el lavado no es critico pero es costumbre usar 
aproximadamente entre la mitad y el doble del volómen de 
la vacuna original. Como medios acuosos para la operación 
de lavado y/o los productos finales se puede usar agua o 
u#a solución salina fisiológica, tal como suero fisiológico 
o solución salina equilibrada de Hank. Las soluciones sali­
nas fisiológicas son los medios acuosos preferidos. Despuós 
de un mezclado concienzudo el precipitado de antjfgeno y 
fosfato de aluminio se separa del medio acuoso utilizado 
para fines de lavado y se pone de nueVo en suspensión en 
una cantidad predeterminada de medio acuoso para obtener 
el producto de vacuna final deseado. Tanto en la operación

-  9 -
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de lavado como en la de puesta en suspensión final, 
la temperatura del medio acuoso debe mantenerse por 
debajo de unos 30^ C. y preferiblemente entre 0 y 10^ C. 
La cantidad de medio acuoso usado en la preparación del 
producto final depende de la potencia y del contenido 
de fosfato de aluminio deseados. Esto, por supuesto, 
está sujeto a variación dentro de amplios límites. Sin 
embargo, el volumen del medio acuoso no debe ser tan 
grande que se necsiten mós de tres mililitros del pro­
ducto para producir una suficiente formación de anti­
cuerpos para proporcionar la inmunización. Dicho de 
otro modoy cada tres mililitros de los productos deben 
contener por lo menos suficiente antígeno para producir 
inmunidad, Prácticamente, no existe cantidad mínima al­
guna de agente de suspensión exigiéndose solamente que 
el material sea lo bastante fluido para poder ser inyec­
tado. En tórminos generales, lo productos preferidos de 
la invención son aquellos que contienen entre 0,2 y 8 mg/ 
mi. de fosfato de aluminio. La determinación previa de 
la cantidad de agente de suspensión a usar con el fin de 
producir una composición que tenga un contenido dado de 
fosfato de aluminio implica solamente un calculo sencillo. 
Por ejemplo, si se usan 4 mg./ml. de fosfato de aluminio 
para precipitar el antígeno de la vacuna original y se de­
sea un producto final que tenga un contenido de fosfato de 
aluminio de 4 mg./ml., se emplea suficiente medio de sus­
pensión acuoso para obtener un volumen final igual al de

10
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la vacuna empleada como material de partida. Tal pro­
ducto contiene 4 mg./ml. da fosfato de aluminio y tiene 
una potencia antígena cinco a diez veces mayor que la 
vacuna original. Análogamente, si se desea preparar un 

5 producto final que contenga 2 mg./ml de fosfato de alu­
minio, entonces se emplea suficiente medio de suspensión 
acuoso para obtener un voliimen final igual al doble del 
de la vacuna original, etc.

Con el fin de asegurarse de que los prc- 
10 ductos de la invención permanecen incontaminados por 

bacterias, mohos y hongos, es preferible añadir una 
sustancia preservativa a los productos. La sustancia 
preferida para este fin es el cloruro de bencetonio 
que se puede emplear a una concentración de l a  10/000 

15 a l a  50.000. Igualmente pueden usarse otras sustan­
cias preservativos que carezcan de efecto perjudicial 
sobre el poder antigeno de los productos.

Si se desea, los productos de la invención 
se pueden combinar con otros productos compatibles de 

20 vacunas contra bacterias y virus. Por ejemplo, se pueden 
combinar con productos de vacuna contra tótanos-difteria- 
tos ferina obtenidos adsorbiendo los antfgenos antes men­
cionados sobre fosfato de aluminio, separando el precipi­
tado de antigeno y fosfato de aluminio y volviendo a po- 

25 nerlo en suspensión en un medio acuoso. Estos productos com­
binados son capaces de inmunizar contra la poliomielitis, 
el tátano, la difteria y la tos ferina. En estos productos

-  11 -
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combinados, hay que tener cuidado de que la sustancia pre- 
servativa empleada no sea una sustancia que destruya el 
poder antigeno del antigeno de la poliomielitis. Como el 
cloruro de bencetonio no afecta de modo adverso el anti­
geno de la poliomielitis, es la sustancia preservativa pre­
ferida para tales productos.

La invención se ilustra por los ejemplos si­
guientes:
EJEMPLO 1.-

(a) Preparación de la vacuna.
Las células para el cultivo del virus de la 

poliomielitis se preparan por el método de Dulbecco, Journal 
of Experimental Medicine, 99. pag. 167 (1954). En pocas pa­
labras, este procedimiento consiste en preparar primeramen­
te una suspensión de células epiteliales de riñon de mono 
véase Dulbecco, Froc. Nat. Acad. Sci., 36, pag. 747 (1952) 
por tratamiento de tejido renal macerado de monos oynomal- 
gus o Rhesus sanos con tripsina con objeto de quitarle las 
materias extrañas y dejar en libertad las células indivi­
duales. Estas células se dejan multiplicar sobre una su­
perficie de vidrio adecuada en uno cualquiera de los di­
versos medios para el cultivo de tejidos. La lémina o ca­
pa de células renales cultivadas producida asi se inocu­
la luego con un cultivo de siembra del tipo 1 (cepa Maho- 
ney) de virus de la poliomielitis y la mezcla se incuba a 
36-57- C. hasta que la destrucción de las células sea 
completa y hayan quedado en libertad grandes cantidades 
de virus nuevos. El líquido que contiene el virus se reco­
ge y se pasa a través de una bujía de vidrio fritado ultra

12



fina. El filtrado que contiene el virus de la poliomieli­
tis del tipo 1 vivo se somete a ensayo para determinar su 
contenido de virus, su esterilidad bacteriana y la pure­
za de la cepa.

g Un filtrado que contiene virus de la polio­
mielitis del tipo 2 vivo (cepa MEF-1) se prepara por el 
método descrito anteriormente para la preparación del fil­
trado que contiene virus de la poliomielitis del tipo 1. 
Por el mismo método se prepara igualmente un filtrado que 

10 contiene virus de la poliomielitis del tipo 3 vivo (cepa 
Saukett).

Los virus vivos contenidos en los filtra­
dos separados se inactivan por la adición de formalde- 
hido e incubación de las mezclas separadas resultantes de 

15 acuerdo con el procedimiento expuesto detalladamente en 
la Enmienda 3 a los Mínimum Requirements ef Poliomvelitis 
Vaccine (requisitos mínimos de la vacuna contra la po­
liomielitis) publicada el 20 de Mayo de 1954 por el United 
States Department of Health, Bducation and Welfare (Depar- 

20 tamento Estadounidense de Sanidad, Educación y Bienestar). 
No se añade nada de bisulfito sódico para neutralizar el 
exceso de formaldehido. Se reúnen cantidades qproximada- 
mente iguales de las vacunas de los tipos 1, 3 y 5 produ­
cidas de esta forma y la vacuna reunida resultante se usa 

25 en la preparación de los productos de la invención. Una 
parte alícuota de la vacuna reunida se conserva en forma 
inalterada para usarla como muestra de comprobación.

-  13
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(b) Preparación de la suspensión de fosfato
de aluminio.

Se añaden 1.485 mi. de una solución al 10% 
de eloruro de aluminio (hexahidrato), de clase para aná­
lisis, en agua destilada a 7.500 mi. de agua destilada a 
37S c. Despuás de mezclar bien, se agregan lentamente 
1.485 mi. de una solución al 15,75 % de fosfato sádico 
tribásico, de clase para análisis, en agua destilada a 
la solucián de cloruro de aluminio agitando constantemen­
te. La mezcla se diluye hasta 12.850 mi. con agua desti­
lada a 373 c, la mezcla se agita durante cinco minutos y 
el pH se ajusta a 6,4-6,6 con solución de hidráxido sádico 
10 N. Se deja reposar la suspensión a la temperatura am­
biente Í20-25S c.) de cinco a siete días. Pasado este tiem­
po, el precipitado sedimentado tiene un volumen de unos 
6.250 mi. El líquido que sobrenada se decanta y se tira.
La suspensión restante se esteriliza por tratamiento en 
autoclave durante dos horas a 121  ̂c. a 1,05 - 1,25 Kg/cm^ 
de presián de vapor y luego se deja enfriar. El pH de la 
suspensián esterilizada es aproximadamente de 5,5 a 5,7.
Se separa una pequeña muestra de la suspensión de volumen 
conocido y se la evapora hasta sequedad, se pesa el resi­
duo y se calcula la concentracián de fosfato de aluminio 
por mililitro. En la preparacián particular descrita el 
contenido de fosfato de aluminio de cada mililitro de la 
suspensián era de 12 miligramos.

14 -
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(c) Preparación del producto de vacuna. 
Cien^ililitros de la suspensión de fosfato 

de aluminio preparada en (b) se centrifugan durante diez 
a quince minutos a 1.500 r.p.m. El liquido que sobrenada 

5 se tira. El gel de fosfato de aluminio residual se vuelve 
a poner en suspensión en una cantidad suficiente de una 
vacuna contra la poliomielitis mixta preparada según se 
ha descrito en (g) para obtener una suspensión que tenga 
un volómen de 300 mi. La suspensión se agita a unos 20^ 0. 

10 durante 30 a 60 minutos con objeto de lograr la adsorción 
completa del antigeno. Este producto contiene 4 mg./ml. 
de fosfato de aluminio. De esta suspensión se conservan 
200 mi. para usarlos como muestra de comprobación.

Los 100 mi. restantes de la suspensión de 
15 vacuna y fosfato de aluminio se centrifugan durante diez 

minutos a 1.500 r.p.m. El liquido que sobrenada se sepa­
ra por decantación y se sustituye por un voldmen igual 
de solución salina equilibrada de Hank (Proc. Soc. E*m. 
Biol. Med. 71, pag. 328 (1949) . La mezcla se agita

20 hasta obtener una suspensión uniforme y luego la suspen­
sión se centrifuga durante diez minutos a 1.500 r.pm.
El liquido que sobrenada se separa por decantación y se 
añade un voldmen igual de solución salina equilibrada de 
Hank fresca al gel residual. La mezcla se agita hasta que 

25 se obtenga una suspensión uniforme. El producto obtenido 
de esta manera contiene 4 mg./ml. de fosfato de aluminio 
sobre el cual han sido adsorbidos tipos 1, 2 y 3 de anti-

15
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geno de virus de la poliomielitis. La fase líquida de esta 
suspensión no contiene prácticamente proteínas. Este pro-̂  
ducto es apropiado para su uso como agente inmunlzador.

Con el fin de comparar la estabilidad y la 
5 potencia del producto de la invención con las de la vacu­

na contra la poliomielitis mixta original y tambián con la 
vacuna original a la cual se hubieron incorporado 4 mg./ml. 
de fosfato de aluminio, las tres muestras se calentaron a 
37° C. durante cinco días. Esto equivale a unos cinco me- 

10 ses de almacenamiento a una temperatura de 4° C. Al final 
del periodo de calentamiento se determinó la potencia de 
cada una de las muestras por el mótodo de neutralización 
del suero descrito por Salk, Younger y Ward American Jour­
nal of Hygiene, 60, pag. 214 (1954) y los resultados se 

lg expresaron en tórminos de los títulos o concentraciones me­
dios geométricos. La Tabla 1 resume los datos de potencia 
de las tres preparaciones ensayadas.

En esencia, el mótodo de ensayo consiste en 
inocular monos Rhesus con tres dosis de 1 cc. de la vacuna 

20 a ensayar a intervalos semanales, sangrar los animales una 
semana después de terminado el periodo de tratamiento, pre­
parar un suero con la sangre recogida y determinar el nóme- 
ro de anticuerpos presentes en el suero. Esta determinación 
se hace diluyendo en serie o sucesivamente el suero con 

25 suero salino y mezclando las partes alícuotas diluidas asi 
obtenidas con una solución normalizada que contenga un nó- 
mero conocido de unidades infecciosas del tipo dado de vi-
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rus de la poliomielitis. Por ejemplo, al analizar la 
potencia del tipo 1, ae usa una solución normalizada que 
contiene un número conocido de unidades infecciosas de 
virus de la poliomielitis del tipo 1; para los análisis 
de la potencia de los tipos 2 ó 3, se usa una solución nor- 
ma-lizada de virus infeccioso del tipo 2 o del tipo 3. El 
punto final de la valoración es la dilución a la cual el 
suero contiene suficiente número de anticuerpos para neu­
tralizar exactamente el número conocido de unidades infec­
ciosas del virus contenidas en la solución normalizada, es 
decir, para combinarse con dichas unidades y hacerlas no 
infecciosas. En el análisis de la potencia para cada tipo 
de virus de la poliomielitis se utilizan varios monos.

Los resultados obtenidos así se disponen en 
una forma que permita una comparación y uñó valuación es­
tadística convenientes tomando el logaritmo de base 2 de la 
dilución en el punto final para el suero para cada mono, 
promediando estas cifras y tomando luego el analogaritmo 
del promedio así obtenido. Este analogaritmo recibe el nom­
bre de título medio geométrico de las vacunas y, por su­
puesto, es diferente para cada tipo de virus presente en 
la vacuna, üemo el título medio geométrico depende de la 
potencia de la solución normalizada del virus de la polio­
mielitis infeccioso utilizado en el ensayo es necesario 
especificar el número de unidades infecciosas de virus de 
la poliomielitis presentes en la solución normalizada para 
indicar la significación apropiada del título medio geomé-

2 0
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trico. El método de calculo del título medio geométrico 
se expone detalladamente en la Enmienda número 2 a los 
Minimum Requirements of Poliomyelitis Vaccine (Requisitos 
mínimos de la vacuna contra la poliomielitis) a que hemos 
aludido anteriormente.

Tabla 1

Muestra ensa 
yada (1)

Tipo del 
virus

Número 
nos enn 

(3l
de mo 
)leados

Num. de unidades 
infecciosas de vi­
rus neutralizadas 

(2)

Título me 
dio geomé 
trico.

Vacuna mixta
original 1 6 32 1282 6 45 256

3 6 320 8

Vacuna mixta ori­
ginal mas 4 mg./ 
mi. de fosfato de
aluminio 1 6 32 6602 6 45 540

3 6 320 64

Antígeno adsorbi­do sobre fosfato 
de aluminio y pues­
to enéuspension en 
solución de Bank 
(ALPO4 conc., 4 1 6 32 13202 6 45 17403 6 320 51

(1) Todas las muestras se calentaron a 37^ 0. durante cinco
días y se almacenaron a 4  ̂ C, durante la inoculación. Los 
monos fueron sangrados una semana después de la última ino-
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eulaeión.
(2) Potencia de la solución normalizada empleada en los 
ensayos.
(5) Los títulos de pre-vacunación de todos los monos uti- 

5 lizados era menor de 1:4, es decir, que la sangre de los
monos no contenía anticuerpos de la poliomielitis pre-exis- 
tentes.

Según se desprende de la tabla anterior, el 
producto de la invención produjo aproximadamente diez ve­

lo ces mas respuesta anticuerpo con respecto al virus de la
poliomielitis del tipo 1 que la vacuna a partir de la cual 
fuá preparado y dos veces la respuesta anticuerpo produci­
da por la vacuna original que contenía fosfato de alumi­
nio. Con respecto al virus de la poliomielitis del tipo 2, 

15 el producto de la invención produjo aproximadamente siete 
veces mas respuesta anticuerpo que la producida por la 
vacuna a partir de la cual fue preparado y mas de tres 
veces la respuesta anticuerpo producida por la vacuna ori­
ginal que contenía fosfato de aluminio. Con respecto al 

20 virus de la poliomielitis del tipo 3, el producto de la 
invención prodigo una respuesta anticuerpo por lo menos 
seis veces mayor que la producida por la vacuna original 
a partir de la cual fuá preparado. En realidad, la res­
puesta anticuerpo de la vacuna original era tan baja con 

25 respecto al virus de la poliomielitis del tipo 3, que, es­
tadísticamente hablando, esta respuesta era insignificante. 
La respuesta anticuerpo del virus de la poliomielitis del

19
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tipo 3 para el producto de la invención y para la vacuna 
original con fosfato de aluminio eran, estadísticamente 
hablando, aproximadamente iguales. De los resultados an­
teriores se deduce que la potencia del producto de la in­
vención es muy superior, no solo a la de la vacuna origine! 
de la cual se preparé, sino también a la de la vacuna ori­
ginal a la cual se añadió fosfato de aluminio.

La estabilidad del producto de la invención 
se demuestra por los resultados expuestos en la Tabla 2

Tabla 2

Muestra ensayada Tipo del Num. déme- Num. deunt&áesIn- Título me-
virus n8s empleen Acerosas da virus neu- dio geomó- 

dos (1) tralizados (2) trico

Vacuna mixta ori­
ginal no calentada 12

3
6
66

32 810
45 166
320 51

Vacuna mixta origi­
nal calentada a 37^ C. durante cinco 
dias 1 6 32 128

2 6 45 256
3 6 320 8

Antígeno adsorbido so­bre fosfato de alumi-
nio y puesto en suspen si^n en solución de 
Hank (AlPO^ cono., 4

calentada a -B c. durante cinco 
as. 1 6 32 1320

2 6 45 1740
3 6 320 51
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(1) Los títulos de pre-vacunación de todos los monos utili­
zados era menor de 1:4, es decir, que la sangre de los mo­
nos no contenía anti-ouerpos de la poliomielitis pre-exis- 
tentes.

5 (2) Potencia de la solución normalizada empleada en los en­
sayos.

Examinando la tabla anterior se observará 
que la vacuna mixta original a partir de la cual se preparó 
el producto de la invención perdió aproximadamente 85 % de 

10 su potencia con respecto a los tipos 1 y 3 de antígenos del 
virus de la poliomielitis durante el periodo de incubación, 
lo que fuó aproximadamente equivalente a un almacenamiento 
durante cinco meses a 4^ C. Por otra parte, el producto de 
la invención al final del periodo de incubación poseía de 

15 seis a diez veces la potencia de la muestra de vacuna origi­
nal incubada y 1,6 a 10 veces la potencia de la vacuna ori­
ginal no calentada. Así, pues, el producto de la invención, 
luego de incubado, no solamente era muy superior a la vacu­
na original incubada a partir de la cual fuó preparado? si­

so no que tambión era muy superior en potencia a la vacuna ori­
ginal que no había sido sometida a ningún tratamiento de en­
vejecimiento acelerado.

Si se desea, el producto de la invención an­
tes preparado se puede diluir con un volumen igual de solu- 

25 ción de Hank fría para obtener un producto de vacuna que
tenga la mitad de la potencia del producto original y con­
tenga 2 mg./ml. de fosfato de aluminio. Análogamente, por
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la adición de tres volúmenes de solución de Hank fría al 
producto de la invención se obtiene un producto de vacuna 
que tiene una cuarta parte de la potencia del producto no 
diluido y 1 mg./ml. de fosfato de aluminio. Por lo tantoy 
por diluciones apropiadas del producto de la invención se 

g pueden producir producios de vacuna de potencia determinada 
de antemano.

Análogamente, si se desean productos que ten­
gan una potencia superior a la del producto antes descrito,

10 se pueden producir simplemente reduciendo el volómen de so­
lución de Hank fría empleado en la preparación de la suspen­
sión final del precipitado de antígeno y fosfato de alumi­
nio, Por ejemplo, si se desea un producto que tenga una 
potencia doble y que contenga 6 mg./ml. de fosfato de alu- 

Í5 minio, basta usar simplemente, en la preparación de la sus­
pensión final del precipitado de antígeno y fosfato de alu­
minio, la cantidad de solución de Hank justamente necesaria 
para que el volumen sea de 50 mi. en lugar de de 100 mi. 
Ejemplo 2.-

20 Se preparan aproximadamente 2.700 mi. de una
vacuna contra la poliomielitis que contenía antígeno de los 
tipos 1, 2 y 3 cen la forma descrita en el ejemplo 1 (á). Se 
prepara una parte alícuota de 100 mi. de la vacuna y se aña­
den 0,25 mi. de una solución al 1 % de cloruro de bencetonio 

gg lentamente y con agitación eficaz a la vacuna fría. El pro­
ducto resultante que contiene cloruro de bencetonio en una 
concentración de 1:40.000 se conserva para usarle como mues-
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"Ftra de comprobación. ^  ^
Se centrifugan durante diez a quince minu­

tos a 1.500 r.p.m. 800 mi. de suspensión de fosfato de alu­
minio (12 mg./ml.) preparada en el Ejemplo 1 (b). El líqui­
do sobrenada se separa por decantación y se tira. Se añade 
suficiente vacuna fría contra la poliomielitis con agitación 
al gel de fosfato de aluminio residual para hacer que el 
volómen sea de 2.600 mi. La suspensión resultante se agita 
durante sesenta horas a 4^ C. con el fin de lograr la ad­
sorción completa del antígeno. Una parte alícuota de 100 mi. 
de la suspensión así obtenida se retira y se añaden lenta­
mente con agitación a la suspensión de vacuna fría 0,25 mi. 
de una solución de cloruro de bencetonio al 1 %. El produc­
to resultante que contiene 4 mg./ml. de fosfato de aluminio 
y cloruro de bencetonio en una concentración de 1:40.000 se 
conserva para uso como muestra de comprobación.

Los restantes 2.500 mi. de suspensión de 
vacuna y fosfato de aluminio se dividen en dos porciones 
iguales. Una porción de 1.250 mi. se centrifuga durante 
diez minutos a 1.500 r.p.m. y el líquido que sobrenada se 
saca y se tira. El residuo se vuelve a poner en suspensión 
en suficiente solución salina fría equilibrada de Hank pa­
ra hacer que el volómen sea de 1.250 mi. Despuós de mezclar 
bien la suspensión se centrifuga durante diez minutos a 
1.500 r.p.m. y el líquido que sobrenada se saca y se tira.
El residuo se pone en suspensión de nuevo en suficiente so­
lución salina fría equilibrada de Hank para hacer que el

23



volumen sea de alrededor de 1.000 mi. y luego se añaden 
lentamente con agitación eficaz 3,12 mi. de una solución 
al 1 % de cloruro de bencetonio. La suspensión resultan­
te se diluye hasta un volumen de 1.250 mi. con solución 

6 áalina fria equilibrada de Hank para obtener el producto 
para vacuna deseado. Este producto contiene 4 mg./ml. de 
fosfato de aluminio y cloruro de bencetonio en una concen­
tración de 1:40.000. La fase acuosa del producto está prác­
ticamente exenta de proteínas. El producto es mucho más 

10 estable y posee una potencia mucho mós elevada que la vacu­
na a partir de la cual se preparó. Es adecuado para usarlo 
en la inoculación de seres humanos contra la poliomielitis. 
Los 1.250 mi. restantes de la suspensión de vacuna y fosfa­
to de aluminio se centrifugan durante diez minutos a 1.500 

15 r.p.m. y el líquido que sobrenada se extrae y so&ira. El 
residuo se vuelve a poner en suspensión en suficiente so­
lución salina fisiológica tamponada fria para hacer que el 
voldmen sea de 1.250 mi. Después de mezclar bien la suspen­
sión se centrifuga durante diez minutos a 1.500 r.p.m. y 

30 el líquido que sobrenada se saca y se tira. El residuo se 
suspende de nuevo en suficiente solución salina fisioló­
gica tamponada fría (tampon de fosfato, pH 7,2) para hacer 
que el voldmen sea de alrededor de 1.000 mi. y luego se aña­
den lentamente y con agitación eficaz 3,12 mi. de una solu- 

25 ción al 1 % de cloruro de bencetonio. La suspensión resul­
tante se diluye hasta un voldmen de 1.250 mi. con solución 
salina fisiológica amortiguada fria para obtener el producto
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de vacuna deseado. Este producto contiene 4 mg./ml. de 

fosfato de aluminio y cloruro de bencetonio en una concen­
tración de 1:40.000. La fase acuosa del producto está prác­
ticamente exenta de proteínas. El producto es mucho más 

5 estable y posee una potencia mucho más áL ta que la vacuna 
a partir de la cual fue preparado. Es adecuado para uso en 
la inoculación de seres humanos contra la poliomielitis.

Ejemplo 3.-
Se preparan como se ha descrito en el Ejem- 

10 pío 1 (a) aproximadamente 900 a 1.000 mi. de unavacuna con­
tra la poliomielitis que contenga antígeno de los tipos 1,
S y 3. Se separa una parte alícuota de 100 mi. de la vacuna 
y se añade lentamente con agitacián a la vacuna fría 1 mi. 
de una solución de cloruro de bencetonio al l%.3gl produeto 

15 resultante que contiene cloruro de bencetonio en una con­
centración de 1:10.000 se conserva para uso como muestra de 
comprobación. Otra muestra de 100 mi. se saca y se trata 
de una manera semejante con 0,5 mi. de una solución al 1% 
de cloruro de bencetonio. Esta segunda muestra de compro- 

20 bacion contiene cloruro de bencetonio en una concentración
de 1:20.000. Se prepara una tercera muestra de comprobación 
partiendo de una tercera parte alícuota de 100 mi. de la 
vacuna añadiendo 0,25 mi. de una solución de cloruro de 
bencetonio al 1 %. Est^huestra de comprobacián contiene clo- 

25 ruro de bencetonio en una concentración de 1: 40.000.
Doscientos mililitros de la suspensián de 

fosfato de aluminio (12 mg./ml.) preparada en el Ejemplo l(b)

25
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se centrifugan durante diez a quince minutos a 1.500 r.p.m. 
El líquido que sobrenada se saca y se tira. Se añade sufi­
ciente vacuna fría contra la poliomielitis, agitando, al 
residuo, para hacer que el volumen sea de 600 mi. La sus- 

5 pensión resultante se agita durante sesenta horas S 4^ c.
para lograr la adsorción completa del antígeno. Se prepara 
una muestra de 100 mi. de la suspensión y se anade lenta­
mente con agitación 1 mi. de una solución de cloruro de 
behcetonio al 1% a la muestra vacuna fría. El producto re- 

10 sultante que contiene cloruro de bencetonio en una concen­
tración de 1:10.000 y 4 mg./mi. de fosfato de aluminio se 
conserva para usarla como muestra de comprobación. Se pre­
paran dos muestras mas de comprobación partiendo de partes 
alícuotas de 100 mi. de la suspensión de vacunq&ediante la 

15 adición de 0,5 y 0,25 mi., respectivamente, de solución de 
cloruro de bencetonio. Estagáos muestras de comprobación 
adicionales contiene cada una 4 mg./ml. de fosfato de alu­
minio y una contiene cloruro de bencetonio en una concen­
tración de 1 :20.000, en tanto que la otra contiene esta 

30 ultima sustancia en una concentración de 1: 40.000.
Los restantes 300 mi. de la suspensión 

de vacuna y fosfato de aluminio se centrifugan durante diez 
minutos a 1.500 r.p.m. El líquido que sobrenada se separa 
lo más completamente posible y se tira. Se anade suero sa- 

25 lino fisiológico frió tamponado con fosfato al tiempo que 
se agita al residuo hasta que el volómen de la suspensión 
llegue a 300 mi. Despuós de mezclar a fondo la suspensión
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se centrifuga durante 10 minutos a 1.500 r.p.m., retirándose 
y desechándose el líquido que sobrenada. Se añade solución 
salina fisiológica fría tamponada con fosfato, con agitación, 
al residuo, hasta que el volámen de la suspensión alcanza 
300 mi. La suspensión se divide en tres partes alícuotas de 
100 mi. Se añade lentamente con agitación 1 mi. de solucián 
de cloruro de bencetonio al 1% a una de las porciones de 
100 mi. frías de la suspensián de vacuna para producir un 
producto de vacuna que contegna 4 mg./mi. de fosfato de alu­
minio y cloruro de bencetonio a una concentración de 1:10.000. 
De manera análoga, las otras dos porciones de 100 mi. de la 
suspensión de vacuna se tratan con 0,5 mi. y 0,25 mi., respec­
tivamente, de una solucián de cloruro de bencetonio al 1 %.
Los dos productos de vacuna producidos de esta manera contie­
ne cada uno 4 mg./ml. de fosfato de aluminio, pero uno contie­
ne cloruro de bencetonio en una concentración de 1 :20.000 
mientras que el otro contiene esta sustancia en una concentra- 
cián de 1:40.000. Los tres productos de vacuna producidos co­
mo se ha descrito anteriormente son más estables y poseen una 
potencia mucho mayor que la vacuna a partir de la cual fueron 
preparados o que las muestras áe comprobacián de la vacuna 
que contienen una cantidad correspondiente de cloruro de ben­
cetonio.

Esta solicitud que corresponde a la presenta­
da en Los Estados Unidos de .America el 2 de Mayo de 1955, ba­
jo el num.505.546, se acoge a los beneficios del artículo 51 
del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

-  27 -



- O -  N O T A  - O *

Los puntos de invención propia y nueva que 
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa­
tente de Invención en España por VEINTE años, son los si­
guientes :

g is.- Procedimiento para producir un pro­
ducto de vacuna contra la poliomielitis que consiste en ad­
sorber el antígeno del virus de la poliomielitis de una va­
cuna contra la poliomielitis acuosa muerta o neutralizada, 
que contenga por lo menos una cepa de antfgeno de la polio- 

10 mjá.itis humana, sobre fosfato de aluminio, separar desde el 
líquido el fosfato de aluminio con el antígeno de la polio­
mielitis adsorbido y volver a poner en suspensión el preci­
pitado de antígeno y&sfato de aluminio en un medio acuoso.

23.- Procedimiento de acuerdo con la rei- 
15 vindicación 1 en el cual la vacuna contra la poliomielitis 

acuosa muerta o neutralizada empleada como material de par­
tida contiene antígeno de la poliomielitis de los tipos 1,
2 y 3.

3°.- Procedimiento de acuerdo con las roi­
go vindicaciones anteriores en el cual se añade suficiente gel 

de fosfato de aluminio a la vacuna contra 3a poliomielitis
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acuosa muerta o neutralizada para producir una suspensión 
que contenga 0,5 a 35 mg./ml. de fosfato de aluminio, la 
mezcla se agita hasta que la adsorción del antígeno sobre 
el fosfato de aluminio sea completa, el precipitado de 

5 antígeno y fosfato de aluminio se separa de la solución
y el precipitado de antfgeno y fosfato de aluminio se po­
ne nuevamente en suspensión en un medio acuoso.

4^.- Procedimiento de acuerdo con las rei­
vindicaciones anteriores en el cual la adsorción inicial 

10 se realiza a una temperatura inferior a 403 C. y la re- 
suspensión del precipitado de antfgeno y fosfato de alu­
minio se realiza a una temperatura inferior a 303 C.

53.- Procedimiento de acuerdo con las rei­
vindicaciones 3 y 4 en el cual el precipitado de antígeno 

15 y fosfato de aluminio re-suspendido se separa del medio 
acuoso y se pone una vez mós en suspensión en un medio 
acuoso.

63.- Procedimiento de acuerdo con cualquie­
ra de las reivindicaciones anteriores en el cual el medio 

20 acuoso empleado para la resuspensión del precipitado de
antfgeno y fosfato de aluminio es agua o una solución sa­
lina fisiológica.

7S._ Procedimiento de acuerdo con cualquie­
ra de las reivindicaciones anteriores en el cual el pre- 

25 cipitado de antígeno y fosfato de aluminio se re-suspende
finalmente en suficiente medio acuoso para producir un pro­
ducto de vacuna contra le poliomielitis que contenga entre
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0,2 y 8 mg./ml. de fosfato de aluminio*
8^.- Procedimiento de acuerdo con cual­

quiera de las reivindicaciones anteriores en el cual se 
aHade suficiente cloruro de beneetonio al producto final 
para producir un producto de vacuna contra la poliomielitis 
que contenga cloruro de beneetonio en una concentración 
comprendida entre 1 a 10.000 y 1 a 50.000.

93.- Procedimiento para producir un produc­
to de vacuna contra la poliomielitis.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que 
antecede, y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta hojas escri­
tas a máquina por una sola cara.

Madrid,
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